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分析方法 该方法简便 快速 回收率高 95.1% 103.7%之间 重现性好
相对偏差 0.52% 5.49% 检测限低 0.0072 g  
结果表明 在最佳超声条件下 四种藻类的生长均得到明显的增长 由
于不同藻类新陈代谢过程和在辐射场下自身调整过程各不相同 所以实验得
出的最佳超声条件也各不相同 在各自的最佳超声辐射条件下 Isochrysis 
zhanjiangensis 的生长速率常数 K 100 h -1 可望达到对照组的 1.20 2.52
倍 Chaetoceros mulleri 可望达到对照组的 1.20 2.06 倍  Marine chlorella
可望达到对照组的 1.86 2.26 倍 Platymonas subcordiformis 可望达到对照组
的 1.99 2.33 倍  
超声辐射对藻类脂肪酸组成效应研究的结果表明 超声辐射能有效提高
藻类脂肪酸组成的不饱和度 在正交实验分析得出的最佳超声辐射条件下
Isochrysis zhanjiangensis 脂肪酸不饱和度可望达到 76.6 80.4% 比对照组提
高 4.80 8.60% Chaetoceros mulleri 脂肪酸不饱和度可望达到 66.5 68.1%
比对照组提高 3.30 4.90% Marine chlorella 可望达到 69.5 74.3% 比对照
组提高 7.70 12.5% Platymonas subcordiformis 脂肪酸不饱和度可望达到
78.8 80.9% 比对照组提高 3.50 5.60%  
对主要不饱和脂肪酸组分进行分析发现 除了 Chaetoceros mulleri 中的
C16 1 和 Platymonas subcordiformis 中的 C18 2 外 超声辐射对前者无明
显影响  对后者则降低其占总脂的百分含量 都有一个最佳超声条件 在
该最佳超声辐射条件下 所研究的脂肪酸组分百分含量均可得到不同程度的
提高  
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 第一章 引  言 
随着营养学研究的不断深入 人们生活水平的不断提高 多不
饱和脂肪酸营养价值也正在日益被人们所认识 科学家预言 21 世
纪是海洋生物世纪  21 世纪营养学的热点将是多不饱和脂肪酸
(PUFA)的研究 朱碧英等 1999 许多研究表明 多不饱和脂肪
酸不仅是构成高等动物细胞的重要成分之一(Makarenko et 
al.1999) 而且具有许多重要的生理功能 EPA DHA 在防治心脑血
管疾病方面的作用主要表现在 有降低血脂的作用 刘发义 1996
孙伟 1995 抗血栓的作用 Renaud,1990 抗心律不齐的作用
抗高血压作用 希尼维斯 1988 Kromhoul et al. 1985 DHA
经研究表明是人类大脑和视网膜正常发育必不可少的物质
Cunnane,1999; Rapoport,1999; Uauy,1990 有促进大脑功能
延缓机体的生理与病理性衰老过程 Martinez,1987,1988; 
Treen,1990 ,增强免疫力以及保健 防病的作用 Carlson et 
al.,1991 此外 -3 系列多不饱和脂肪酸还能抑制某些肿瘤的发
生 降低其生长速度 Simopoulos et al.,1991 正是由于 EPA
DHA 的这些很强的生理功能 所以已被国内外许多厂家制成风靡欧
美及日本的多种制剂和营养保健品 并应用于临床 李东风 1999
但是目前市场上出售的PUFA产品基本上都是从鱼油中提取出来的
用其制成的产品很难除去鱼腥味 即使是制成胶囊 仍有难闻的味
道 且胆固醇含量较高 另外鱼油资源有限 这些都极大地限制了
它们的应用范围  
海洋微藻是海洋中的初级生产者 具合成 PUFA 特别是 DHA
EPA 的奇异能力 鱼体中的 3-PUFA 主要也是从单胞藻中经食物链
传递而来的 刘发义等 1996 Behrens et al.,1996 而且海洋
微藻中脂肪酸含量极其丰富  Herbreteau 等人对 Undaria 
pinnatifida等五种海洋微藻的总脂含量用 GC 进行测定 发现这几
种微藻的脂肪酸总脂占干重的 2 4% Herbreteau et al.1997















藻可作为 EPA DHA 等多不饱和脂肪酸的另一新的重要来源
(Certik,1999 Grima,et al.,1992 Cartens,et al.,1996 Reis,et 
al.,1996) 目前已经有一些研究者提出了一些从藻体中提取 EPA
和 DHA 的生产工艺 有望在实际中得以应用的 相对比较完整 经
济的提取工艺是 Robles 1995 和 Cartens 1996 提出的三步法
即首先利用直接皂化从细胞中提取脂肪酸组分 然后利用尿素结晶
法对 PUFA 进行浓缩 最后利用高压液相色谱进行分离纯化(戴俊彪




要地位 Fernandezreiriz et al.,1999 Webb et al.,1983 脂
类是幼体的饵料藻类中最重要的组分 脂肪酸组成中的 3-系列多
不饱和脂肪酸是幼体发育必需的 而 6-系列多不饱和脂肪酸则是
对幼体的生长必需的 而且鱼类幼体 Watanabe et al., 1983; Witt 
et al. , 1984; Reitan et al., 1994 和浮游动物 Benamotz et 








Sushchik et al.,2000; Shamsudin,1999; Ohta,1983; Weers et 
al.,1997; Zhu et al.,1997; Otero et al., 1997; Brown et 
al.,1997;Thompson,et al.,1992  Sickogoad et al.,1991 廖















兴学科 声化学 冯若 1989 其在化学中应用包括超声辐射提
高萃取效率 贾贵儒等 1998 超声辐射在化学反应中的应用 李
德湛 1999 赵之平 1998 超声降解 祁梦兰等 1997 等
超声波在生物上的应用 目前的研究主要集中在对酶反应的影响
严慧敏等 1999 Shujuan et al.1998 李柏林等 1997 也
有研究者用超声波辐射鱼的受精卵和对虾无节幼体 获得良好的萌
芽率和变态率 章之蓉 1994 王清池等 1999 但是其对海洋
微藻脂肪酸组成的影响方面的实验工作却鲜有报道 现有的一些研
究表明 只要超声波的能量 频率 辐照时间和超声场的时 空结
构适当 则超声波产生的生物效应总是积极的 Nybory ,et al., 
1983 美国学者 S. R. Tilar 等人发现超声波可以加速蓝绿藻细
胞的生长 使细胞密度增加 30 40% 蛋白质可增加 2-3 倍 且未
导致细胞形态上的任何变化 国内学者也曾利用超声波对亚心性扁
藻进行短期处理 在实验条件下 得到比对照组高 30%的细胞密度
章之蓉等 1994 本实验室也曾对超声辐射对海洋藻类脂肪酸
的影响做过一些初步的工作 发现经超声辐射之后 三角褐指藻
TPUFA 比对照组提高了约 5% 王清池等 2000 球等鞭金藻 TPUFA
比对照组提高了 7% 李文权等 2000 总的来说 目前在超声辐
射对海洋藻类作用的应用研究方面尚十分薄弱 如何利用超声波的
生物效应 促进藻类生长 提高微藻脂肪酸不饱和度 提高海洋单






























第二章  材料和方法 
第一节 微型藻类的培养 
一  藻种 
海水小球藻 Marine chlorella 亚心形扁藻 Platymonas 
subcordiformis 属绿藻纲 牟氏角毛藻 Chaetoceros muelleri
属硅藻纲 湛江等鞭金藻 Isochrysis zhanjiangensis 属金藻
纲 本实验选用这四种藻作为实验的的生物材料 其中海水小球藻
有研究者从脂肪酸作为鉴定藻种这一观点出发 Zhukova, et 
al.,1995 认为其应该属于 Eustigmatophyceae 王大志等 1999
李荷芳等 1996 作者赞成这一观点 但是由于未有定论 尚待
进一步研究确定 所以仍暂将其归于绿藻纲 湛江等鞭金藻原名湛
江叉鞭金藻 1986 1989 年 发现人胡鸿钧和刘惠荣教授对该藻进
行了微形态学研究 确认它是等鞭藻属的一个新种 故定名为湛江
等鞭金藻 梁英等 1998  
二  海洋微藻的培养 
取海马楼砂滤过的海水 再经 0.45 m 醋酸纤维滤膜过滤 煮
沸消毒 其他所有试剂和玻璃仪器都在高压灭菌锅中消毒 压力 15
磅 时间 30 分钟 培养液采用 F/2配方 培养期间置于 SPX-250






















一  样品前处理 
将过滤的藻体 从滤膜上刮取下来 冷冻干燥 48 小时后移入
带螺帽的水解管中 加入 4ml CHCl3-CH3OH 混合液 体积比为 2 1
充 N2一分钟后密闭封口 以 SCQ-250 型超声清洗器 33KHz,250W
超声萃取 30 分钟 控制温度低于 40 萃取时间分两次进行
用 N2浓缩吹干后 加入 2mol/L HCl-CH3OH 溶液 充 N2后密闭 为
确保气密性良好 可先用聚四氟乙稀材料密封瓶口后再旋上螺帽拧
紧 于 100 水浴中反应 40 分钟 冷却后用2ml 正己烷分两次提
取 合并提取液于具塞离心管 由 10ml 刻度试管吹制而成 中
用 N2吹至 20 50 l 封好口放入冰箱冷冻保存 测定时取出样品
往具塞离心管中再加适量的正己烷 10 20 l 倾斜并缓慢转动
离心管 使管壁上的样品充分溶解混匀后 以 1 l 微量进样器进
样检验  
二  毛细管气相色谱分析 
2 . 1 色谱条件     














54 弹性石英毛细管色谱柱 Australia International Sales
长为 30m 内径为 0.22mm 程序升温分四个阶段进行 第一段柱温
为50 至120 以20 /min的升温速率程序升温 并在120 
恒温 1 min 第二段柱温为 120 至 180 以 6 /min 的升温
速率程序升温 并在 180 恒温 1 min 第三段柱温为 180 至
210 以6 /min的升温速率程序升温 并在210 恒温10 min
第四段柱温为 210 至 280 以 3 /min 的升温速率程序升温
并在 280 恒温 5min 进样器温度为 300 氢火焰离子化检测
器 FID 温度为 300 载气为高纯氮 柱头压为 0.42MPa 恒
流控制 氮气流量30ml/min,氢气流30ml/min, 空气流量300ml/min,
分流比 1 18 进样量 1µl 蔡阿根等 1998  




微 Brault,etal ,1984 因此本方法选择十九酸作内标  
2 . 3检测限 
根据公式 检测限 = 空白值的平均值 + 3×空白值测定的标准
偏差 计算可得仪器的检测限为 0.0072µg  





定性分析 分别配置脂肪酸标准样品 购自美国 SIGMA 公司


























对内标 如表 1-1 所示 
样品的检测结果由 CH9202 色谱工作站得到各类脂肪酸组分的











Wi%    试样组分 I占样品干重的百分比 
W     该样品的重量 
RRFsi    组分 I相对内标 s的相对响应因子 
As         所用内标组分的峰面积 
Ws        所用内标物质的重量 
Ai        该组分的峰面积 
实际计算过程中 我们采用 C语言建立数据库 只需输入样品
各组分峰面积和样品重量即可实现数据的自动分析处理  
表 1-1 脂肪酸标准的相对保留时间和相对响应因子列表 
脂肪酸标准 相对保留时 min  相对响应因子 
C14 0 -14.47 0.785 
C15 0 -14.40 0.435 
C16 4 -13.05 1.093 
C16 2 -12.84 1.087 
C16 1 -12.48 0.792 
C16 3 -11.34 1.000 
C16 0 -11.83 0.765 














C18 4 -5.291 1.100 
C18 2 -5.031 1.059 
C18 3 -4.802 1.135 
C18 1 -4.613 1.710 
C18 0 -3.873 0.479 
C20 4 1.321 1.146 
C20 5 1.610 0.940 
C20 1 2.458 1.031 
C22 6 7.843 1.146 
该方法经实验证实 具有简便 快速 灵敏度高 试剂用量少
酯化完全 检测限低 0.0072 g 等特点 其回收率高 95.1
103.7% 重现性好 相对偏差 0.53 5.49% 廖启斌 1999  













































1 . 1 表头设计 
本实验采用的超声仪器为 CY-5D 超声生物促进生长仪 宁波新
芝科仪研究所 该仪器可使用五个频率 18 20 24 27 30KHz
且在每个频率档功率均可调 针对仪器的性能 考虑到超声辐射的
三个因素超声频率 时间 功率 我们设计了一个三因素四水平的
正交表 采用正交表 L16 4
5 式中 16 表示正交表的列数 即实验
次数 5 表示因素数 4 表示每个因素的水平数 由于本实验采用
三个因素 所以只取该正交表的前三列  
为了得到更好的分析结果 把频率从低到高的顺序随机打乱  
表头设计见表 3-1 
1 . 2 各因素的水平选定 
1 . 2 . 1 频率水平的选定 
超声辐射对海洋微藻的影响 之前的研究主要集中在利用超声
波的机械机制对微藻进行破碎作用 秦松等在制备螺旋藻部分原生
质的实验中 用频率为 20KHz 的超声波对螺旋藻进行超声辐射 秦
松 1995 路德明等利用超声方法提取藻胆体时 发现 20 50KHz
频率的超声波对龙须菜的破碎率较大 路德明等 1996 之前本
实验室利用频率为 33KHz 的超声波对三角褐指藻进行辐射 其脂肪
酸 TPUFA 提高约 5% 用 20KHz 的超声波对球等鞭金藻进行辐射 其
脂肪酸 TPUFA 提高 7% 根据上述文献 并结合仪器现有条件 本实
验频率水平选定为 18 20 24 30KHz  
1 . 2 . 2 时间水平的选定 
由于本实验利用超声波对海洋微藻进行辐射 希望得到的是超
声辐射的积极作用 即经过超声辐射后细胞形态上不发生变化 而














过长 秦松在制备螺旋藻部分原生质的实验 用频率 20KHz 功率
15w 的超声波对螺旋藻辐射 30s 之后 即观察到藻丝体的断裂 李
文权等 2000 在用超声波提高球等鞭金藻 TPUFA 百分含量实验中
超声时间采用 60s 王清池等 2000 在用超声波提高三角褐指藻
TPUFA 百分含量实验中 辐射时间采用 15 90s 时 取得良好的实
验结果 所以本实验时间四水平选定为 30s 15s 两次 10s 三次
40s 间断辐射的间隔时间均为 10s 采用间断辐射主要是考察间断
辐射和连续辐射之间不同之处  

















1 1 1 1 1 1  
2 1 2 2 2 2  
3 1 3 3 3 3  
4 1 4 4 4 4  
5 2 1 2 3 4  
6 2 2 1 4 3  
7 2 3 4 1 2  
8 2 4 3 2 1  
9 3 1 3 4 2  
10 3 2 4 3 1  
11 3 3 1 2 4  
12 3 4 2 1 3  
13 4 1 4 2 3  
14 4 2 3 1 4  
15 4 3 2 4 2  
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